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Abstract
The fisrt isolation of Tenacibaculum maritimum from Wedge sole (Dicologoglossa cuneata) is reported. The pathogen was recovered from ulcers of ill cultured fish, from three different outbreaks. 
The six isolates obtained were phenotypically characterized and diagnosis was confirmed by PCR using two pair of T. maritimum specific primers. The isolates were biochemically homogeneous, 
however they belong to two different serotypes of this species. A virulence trial using wedge sole fry was also carried out.
INTRODUCCION
Tenacibaculum maritimum es el agente etiológico de la tenacibaculosis o flexibacteriosis, 
enfermedad ulcerativa de distribución mundial que afecta a gran número de especies de peces 
marinos y que tiene un considerable impacto económico en acuicultura marina. Se trata de una 
bacteria filamentosa gram negativa, perteneciente a la Familia Flavobacteriaceae, que fue descrita en 
1977 causando mortalidades masivas en peces marinos cultivados. La enfermedad se caracteriza por 
la aparición de cuadros ulcerativos en la superficie corporal del pez,  erosión en aletas y boca, 
pudiendo llegar a causar en algunos casos cuadros septicémicos. 
En este trabajo describimos el aislamiento de Tenacibaculum maritimum en acedía, pez plano de la 
Familia Soleidae, con alto valor comercial, consumido principalmente en el sur de España.
MATERIAL Y MÉTODOS
Para el aislamiento bacteriano se sembraron en FMM (Flexibacter maritimummedium) muestras de 
peces enfermos, incubándose a  20ºC. Los aislados se caracterizaron fenotípicamente por técnicas de 
microbiología clásica y kits comerciales. La confirmación de los aislados como T. maritimum se 
realizo mediante PCR con dos parejas de cebadores específicos, Mar1 y Mar2 (Bader y Shotts, 1998) y 
MAR1 y MAR2 (Toyama et al, 1996). La determinación del serotipo de los aislados se hizo mediante 
Dot Blot según el método propuesto por Cipriano et al (1985) modificado. La capacidad de los 
aislados de producir la enfermedad se determinó mediante infecciones por inmersión (106
células/ml, 18h) con alevines de acedía de 3 meses y por inyección intraperitoneal en juveniles de 
15g con una dosis de 107 células/pez.
RESULTADOS
Se trabajo con un total de seis aislados, obtenidos a partir peces provenientes de distintos brotes y  
que presentaban la sintomatología típica de la tenacibaculosis (Figura 1). Todos los aislados se 
obtuvieron a partir de úlceras cutáneas y nunca en cultivo puro, siendo acompañados por lo general 
por bacterias del genero Vibrio. 
Fenotípicamente, los seis aislados son homogéneos, con características similares a las descritas para 
T. maritimum. La PCR con las parejas de cebadores específicos para T. maritimumMar1-Mar2 y 
MAR1-MAR2 permitió confirmar la identificación de los aislados, obteniéndose los productos de 
amplificación esperados, de 400 y 1088 pb respectivamente (Figura 2).
La determinación del serotipo mostró que hay heterogeneidad dentro de las cepas de T. maritimum
en acedía, algo a tener en cuenta a la hora de diseñar vacunas. Dos de los aislados (a274 y a288) 
pertenecen al serotipo O1 (encontrado en lenguado en el noroeste de España), mientras que los 
demás pertenecen al serotipo O3 (encontrado en lenguados de Portugal y sur de España) (Figura 3). 
Ninguno pertenece al serotipo O2, hasta el momento sólo encontrado en rodaballo.
Los ensayos de virulencia confirmaron la patogenicidad de los aislados: en el ensayo realizado por 
inmersión el porcentaje de mortalidad fue del 60-80% al cabo de 72 horas, no registrándose 
mortalidad en los grupos controles. Por otro lado, la inyección intraperitoneal del patógeno en 
juveniles provocó la aparición de los síntomas clásicos de la enfermedad y una mortalidad del 90% 
en los primeros 11 días tras la infección.
Figura 2. Resultado de la PCR con los primers específicos Mar1 y Mar 2 (A) y MAR1 y MAR2 (B). A: 
de izquierda a derecha: línea 1, marcador de peso molecular 100 bp; líneas 2-7, cepas de T. maritimum
aisladas de acedía; línea 8, control positivo (T. maritimum CECT 4276); línea 9, control negativo. B:                       
línea 1, marcador de peso molecular 50-2000 bp; líneas 2 y 3, controles positivos (T. maritimum PC503.1 
y PC424.1); líneas 4-8, cepas de T. maritimum aisladas de acedía; línea 9, control negativo.
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Figura 1. A, B, C: acedías afectadas de tenacibaculosis. D: células de Tenacibaculum
maritimum en impronta de ulcera de un pez afectado. 
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Figura 3. Ensayo Dot Blot para determinar el serotipo de las cepas de T. maritimum aisladas de acedía.
Punto 1: cepa PC503.1, aislada de lenguado, perteneciente al serotipo O1; punto 2, cepa PC424.1, aislada 
de rodaballo, serotipo O2; punto 3, cepa ACC13.1, aislada de lenguado, serotipo O3; punto 4, control 
negativo (PBS); puntos 5-10, cepas a274, a388, a443, a444, a461 y a523, aisladas de acedía. Se usaron 
antisueros dirigidos contra las cepas ACC13.1 ( membrana A), PC424.1 (B) y PC503.1 (C). Estas tres 
cepas se usaron como controles positivos.
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